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摘    要 
RNA 干扰（RNA interference，RNAi）是指在进化过程中高度保守的、由双
链(double-stranded RNA，dsRNA)诱发的同源 mRNA 高效特异性降解的现象。Ago 
(Argonaute)蛋白家族是含有 PIWI 和 PAZ 基本结构域的一类成员数目较多的蛋白
家族，近年来研究发现 Ago 蛋白家族的很多成员在 RNA 干扰现象中有重要的作
用。在果蝇和人体细胞中，Ago2(Argonaute 2)为  RNA 干扰机器 RSIC
（RNA-induced silencing complex）的核心部分，在 RNA 干扰中发挥关键的作用。 
   P-Body(Cytoplasmic Processing Body)最初在酵母中发现。在它细胞中与 RNA
降解有关。目前已经发现很多和 RNA 转录调控、RNA 降解以及相关的蛋白在
P-Body 内聚集。现在，已有充分证据证明 RNAi 体系和 P-body 的形成有关联。
例如RNA干扰机器RSIC上的核心蛋白Ago2也在P-body内聚集；Ago2与mRNA
的结合会影响 P-Body 在细胞的存在状态等等。因为 Ago2 及 P-Body 和 RNAi
现象紧密联系，所以研究 Ago2 在 P-Body 内的定位对于了解 P-Body 和 RNAi 的
关系有重要的意义。 
   本论文通过构建一系列的 Ago2 突变子使用荧光免疫染色方法来寻找影响
Ago2 定位于 P-Body 的关键氨基酸。我们随机得到一个有六个氨基酸发生突变的
Ago2 突变子，为 Ago2-G32W-F128L-R196Q-P458S-T741A-S752G，它完全不在
P-Body 内定位。这六个氨基酸单点突变子都不能使 Ago2 完全定位于 P-Body 之
外。相对于其他的五个氨基酸我们发现 Ago2 上第 752 位的 Ser 对于 Ago2 在
P-Body 的 定位尤为重要。当 Ago2 第 752 位 Ser 突变为 Gly 时，Ago2 在 P-body
的定位率大大降低。但是单独的第 752 位 Ser 的突变还不足以使 Ago2 完全不定
位于 P-Body 之外，实验发现它还需要第 32 位 Gly、128 位 Phe、458 位 Pro 突变
的协助，Ago2 四点突变子 Ago2-G32W-F128L-P458S-S752G 完全不在 P-Body 中
定位。说明四个氨基酸突变的协同作用决定了 Ago2 不在 P-Body 内聚集。 


















RNAi (RNA interference) refers to the phenomenon of specific mRNA 
degradation induced by highly conservative homologous dsRNA (double-stranded 
RNA). Ago (Argonaute) protein family includes many members of the proteins which 
contain the PAZ domain and PIWI domain. In recent years, it was found that many 
members of Ago protein family played an important role in RNAi. Ago2 (Argonaute 
2), as Ago protein family members, was found at first in the fly. In the cells of the fly 
and human,  Ago2 is the core protein of RNAi machine RSIC (RNA-induced 
silencing complex) and plays the key role in the RNAi. 
P-body (Cytoplasmic processing body) was found at first in yeast and associated 
with the mRNA decay. Many proteins, which function in the transcriptional 
regulation, RNA degradation and translational repression, were colocalized in 
P-Bodies. Now, the sufficient evidences show that RNAi system and the P-body 
formation was linked. For example, Ago2 was gathered within the P-bodies. The 
combination of Ago2 with mRNA will affect the presence of P-Body in cells, and so 
on. Because Ago2 and P-Body were closely linked with the RNAi，study on Ago2 
localization in P-Body has important significance for the understanding the 
relationship between P-Body and RNAi and also the mechanism of RNAi. 
We obtained by chance an Ago2 mutant (Ago2-G32W-F128L-R196Q -P458S- 
T741A-S752G), which contains six amino acid mutation and was completely out of 
the P-Bodies. In this thesis, we will address the key amino acids which impact on the 
localization of Ago2 in P-Bodies through construction of a series of mutants of Ago2 
and utilization of cellular immunofluorescence staining. The result shows that Single 
point mutants (except S752G) and multiple site mutants(not containing S752G)  do 
not affect the  localization of Ago2 in P-Bodies. Compared to the other five amino 
acids, the 752 Ser of Ago2 is particularly important, only the S752G mutation reduced 
significantly the localization of Ago2 in P-Bodies. But the S752G mutation alone is not 
enough to make Ago2 completely detached from the P-Body, it also needs the 
assistance of 32Gly 128Phe, 458Pro mutation. Ago2 mutant 
(G32W-F128L-P458S-S752G) don’t localize in P-Body. This shows that these  
amino acids control the localization of Ago2 in the P-Body. 
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1.1.2 Ago2 的发现 
   Ago2 由 Scoot.M 研究小组首次从果蝇的细胞中分离得到[10]。Scoot.M 研究小
组用 dsRNA 刺激的果蝇的 S2 细胞，随之从中分离出 RNA 干扰剪切复合体 
RISC。在对 RISC 的成分进行分析的时候，他们发现一个与 Rde-1 结构和功能类
似的蛋白[5]。鉴于此前在果蝇中已发现了 Ago1，Scoot.M 就将此蛋白命名为
Argonaute2。虽然果蝇中含有 Ago1、Ago2、Piwi、和 Sting 四个 Argonaute 蛋白
家族的成员，但是 Scoot.M 的研究发现果蝇的 RISC 中只含有 Ago2。人的 Ago2
又称为 EIF2c2。基因全长为 2580bp，编码 860 个氨基酸。Ago2 同其他的 Ago
蛋白一样，都含有 PAZ 与 PIWI 结构域。 
 
1.1.3. Ago 蛋白的结构 
   目前，还没有报道阐明 Ago2 的完整结构，但是人们已经发现 Ago 蛋白家族



















1.1.3.1 Pyrococcus furiosus（P. furiosus）中 Ago 蛋白的结构 
P. furiosus 中的 Ago 蛋白含有基本的四个结构域，分别为Ｎ末端、PAZ 结构
域、中间结构域、PAZ 结构域[2]（图 1）。Ｎ末端结构域由四个β片层、三个α螺
旋、两个β转角和一个绳状的结构组成。PAZ 结构域是由β折叠和 α螺旋所组成
的中间有一个裂缝的桶装结构。目前的研究透露出 PAZ 结构域和 RISC 复合体中
的 siRNA 相互作用， PAZ 结构域为 RNA 结合部位，它的结构中心为一个裂口，
这个裂口由一些保守的氨基酸组成，它和单链的 siRNA 3’端相互作用。中间结
构域由一些β片层和转角构成[11-14]。PIWI 结构域在 PAZ 结构域的下方，晶体学
结构表明了 PIWI 结构的中心和 RNaseH 的催化活性结构非常相似（图 2）；结构
学分析与实验表明：PIWI 具有 RNaseH 活性[11]。 
 
 
    
                   图 1  P. furiosus 中 Ago 的晶体结构[2]  
   Ａ：P. furiosus 中的 Ago 蛋白立体结构图；蓝色为Ｎ－末端，红色为 PAZ 结构域，绿色
为中间结构域，紫色为 PIWI 结构域，黄色的为一些转角。 














决定 Ago2 在 P-Body 定位的关键氨基酸 
4 
 
图 2  Ago 的 PIWI 结构域与 RNaseH 催化活性部位比较[2] 
 
1.1.3.2 PAZ-RNA 复合体的结构 
Song 在 2003 年发现了果蝇 Ago2 PAZ 结构域的结构，并提出 PAZ 结构域可
能是结合 RNA 的结构域。Song 用带 PAZ 结构域的融合蛋白证实了 PAZ 结构域
可以和单链或双链的 siRNA 结合，不过复合体的有效的形成则需要 RNA 3’端
有 2 个突出的碱基[13-15]。Keqiong 等人报道了 PAZ 结构域与一个含有九个碱基的
RNA（5’-CGUGACUCU-3’）结合的晶体结构模型[16]，这个来源于一个自身互
补的 siRNA 的小 RNA 两端都可以和 PAZ 结构域结合。PAZ 结构直接结合 RNA
的是一个由 β折叠和 α螺旋组成的口袋状结构，这个口袋结构结合 RNA 主要是
靠氢键和静电作用来实现的。在口袋结构的内部，有大量的芳香类和疏水的氨基
酸残基包含其。其中一些氨基酸残基和此 siRNA 的 3’端结合相关， 如 F292、
Y309、L337、H269、Y277、K313、Y314 等[16]，这些氨基酸残基在 Ago 家族中
非常保守；它们的点突变可以导致 PAZ 结构域发生不利于 siRNA 结合的折叠。
在这口袋结构的外面环绕着一些非常保守的氨基酸，尽管和 RNA 结合没有直接
的联系，然而它们是维持口袋内部疏水环境所必须的。与 siRNA3’端相比，PAZ





















图 3  PAZ—RNA 复合体的结构模型[16] 
a：复合物中的互补的双链 siRNA，它的 5’和 3’各有 2 个核苷酸残基的末端突出。b：
两个 PAZ 结构域分别与 siRNA 的两端结合。c：为 b 所示结构的填充模型。d：将 c 旋转 90
°而得到的图形。在此图中，siRNA 的两端分别被两个 PAZ 结构域所锚定。 
 
1.2 Ago2 与 RNA 干扰 
1.2.1 Ago2与SiRNA 




















































1.2.2 Ago2 与 miRNA（microRNA） 
在生物体中，mRNA 的稳定性由很多不同的信号与特定的序列来调节；ARE
（AU-rich elements）坐落在细胞内很多瞬时存在的 mRNA 3’端不翻译的区域
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